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SYSTEME DE DISTRIBUTION PARALLELS ET SELECTIVE OE MICRO- 
GOUTTELETTES A HAUT RENDEMENT ? CARTOUCHE TRANSPORTABLE 
AINSI QUE KIT DE DISTRIBUTION DE Mist EN <EUVRE, 
ET APPLICATIONS DHJN TEL SYSTEME 

5 

L'invention concerne un systfeme de ^distribution paralldle et 
selective, a haut rendement, de micro-gouttelettes de volume extr£mement 
r6durt -de I'ordre d'un sous-multiple de nano-lttre, voirp d'un sous-multiple de 
pico-litre-, des cartouches transportables et un kit pour mettre en oeuvre une 
10 telle distribution, ainsi que les applications de ce systems, notamment dans 
les domaines de ia chirnie, de la blologle. de la b|otechnologie ou de la 
phanmacie, -en particulier pour la realisation de bio-puces, pour des tests 

□ pharrnaceutiques, Immunologiques ou bfochimiquesL pour le criblage de 
J3 chimiothdques ou de s6roth*ques, la preparation di m6dicaments ou teur 
* 15 administration percutange par rono-phordse-, ou encore dans les domaines de 
J la cosm«ique, pour la realisation de diffuseurs de paffums ou d'a6rosols, d 
m rimpression par jet d'encne ou de !'£lectronique automobile, en particulier dans 

□ les injecteurs de carburant ou de gas-oils. I 

K Les r6cents progr6s en matidre de recherche gdnomique et 

q 20 prot6omique permettent de disposer d'un nombre considerable de mol6cu!es 
m biologlques et th6rapeutlques £ tester. Cependani I$s faibles quantity de 

H prodults biochkniques disponibles ainsi que leur cojtt 6lev6 ont conduit & 

Ul rechercher une augmentation sensible des capacttes d'expgrimentation par 

H optimisation du rendement. 

25 Pour ce faire, dffi&rentes techniques ^nt 6t6 app!iqu6es A la 

manipulation de liquldes biochimiques, tela que les sy^temes de repiquage ou 
de mlcro-pipetage avec des actionneurs pidzoelectriqties et, plus rdcemment, 
la technique d'impression par jet d'encre. 

Le but de ces technologies est la preparation de bio-puces par 
30 I'impresaion de sondes biologiques ^'oligonucleotides, prolines, peptides, 
etc.), pr6-syrrthetis6es dans la majority des cas, sur ufie surface de drfffc rents 
types de support, tels que verre, nylon® ou cellulose®. 

II est par exemple connu des documents US 5,053,100 ou US 
6,083,762, des pipetages qui utllisent un actionneur tl6zo6lectrique sur une 
3S micro-pipette. Cette technique permet ('impression Id 'oligonucleotides pre- 



synth6ti$6s ou synthetases in situ. Dependant, ces systfemes sont fabriqu£s d 
I'unit^ et sont Inaptes a la distribution parall&le & haute density. 

Dans le document US 6,028,189, la distribution de rfcactifs est 
effoctu6e par ('utilisation de micro-pompes de type & jet d'encre, actrvges par 
5 un actionneur pi&zo6lectrique. Cheque micro-pompe est r6alls6e dans un bloc 
de silicium, avec des canaux d 'alimentation et dejection des gouttelettes. Afln 
de r£allser des syntheses in situ, quatre micro-pompes d6iivrent des bases 
d'ADN par Ejection dans des purts circulaires t form&s sur un substrat de verre 
command^ en ddplacement selon deux axes. 

10 Ces systdmes ne permettent pas de r£aliser une impression d 

tr6s haut rendement au sens de la pr6sente invention, c'est-A-dire quelques 
centaines d quelques milliers de gouttes par cm 2 : avec quatre pompes 
operant & quelques centaines de Hz, une machine selon le document 
precedent imprimeratt 100 000 gouttes en quelques centaines de seconded. 

15 La synthase de sondes de 25 oligonucleotides ndceseiteralt alors plus de 2 
heures. 

L'invention vise d permettre une augmentation considerable 
du rendement de distribution selective de rntcro-gouttelettes, par une forte 
augmentation de la density depressions parall&les, comparable aux densites 

20 obtenues par la photochimie pour rimmobillsation de molecules speciflques a 
travers des masques de photolithographic. Cette mfethode est limit*© aux 
molecules pouvant dtre fix6es par photochimie et ne permet 
fondamentalement pas de manlpuler individuellemerrt des gouttelettes de 
n&actifs, De plus, la synthase in situ, par cette mdthode, est limitee a environ 

25 25 mononucleotides. 

Un autre but de l'invention est de permettre de r6a!iser une 
selectivite non seulement spatiale, en permettant de idistribuer le reactif sur 
des sites predetermines ou programmes, mais 6galernent ribl£e en distribuant 
un riactif s6lectionne parmi plusieurs sur le site predetermine. 

30 L'invention vise 6galement £ reaJiser un systome 

multifo notion ne I et facile & adapter sous differentes formes, par example sous 
forme de kits miniatures d'analyse biologique ou biochimique pour permettre 
un grand nombre d'appllcations. En particulier, l'invention permet de ne pas se 
limiter £ la synthase de 25 nucleotides par sonde mais de synthetiser des 

35 sondes longues pouvant atteindre, par example, 70 nucleotides, tout en 
conservant un rend ment 61 v6. 
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Ces buts sont attaints en utlllsant unetdte d' impression dans 
laqueMe est r^alisde, par des techniques de type mic t>6lectroniques d haute 
densite. une matrice de puits de forme particulars ek alimentds suivant una 
connectique sp6ctftque pour une distribution selective A haut d6btt 
5 Plus pr6cis£ment, I'invention a pourj objet un systems de 

distribution de micro-gouttelettes d haut rendement, pomportartt un substrat 
recouvert d'une membrane et des moyens de deformation de la membrane au 
droit de chaque cavtt£ form&e dans le substrat, et <jans lequel ies cavit&s, 
gravies dans un materiau constituant le substrat, se piUsentent sous forme de 

10 putts traversant le substrat avec une paroi lattrale confpnue de syrn6trie axiale; 
chaque puits d6bouche sur la face eup£rieure et la face interieure du substrat 
selon respecth/ement un orifice d'alimentation et une buse ouverte selon un 
orifice dejection, rorifice d'alimentation pr^sentant une ouverture sup6rieure A 
rorifice de la buse et la buse pr6sentant un rapport de forme de I'ordre de 1 & 

IS 20. 

Selon ('invention, it consent de comprendre par distribution 
I njection ou Inspiration de micro-gouttelettes, pad haut rendement de 
quelques dizaines £ quelques mllliers de micco-^outtelettes distributes 
paraltelement en une fraction de seconde, par paroii & symttrie axiate une 

20 paroi de revolution ou cylindrique, par example de section carree, et par 
rapport de forme le rapport entre la hauteur et Pouvertif e de la buse de sortie. 

Pour attelndre ce type de rendement, lk substrat pr6sente une 
density de putts pouvant atteindre 10 000 par cm 2 , javec un ddbrt pouvant 
d6passer 1 million de gouttelettes £ la seconde. 

25 Avantageusement, (e mat&riau du substrat est choisi parmi Ies 

matdriaux seml-conducteurs tela que le silicium, I'ars6niure de gallium, le 
carbure de silicium, le germanium, Ies composites d'oxydes et d'isolent (tels 
que le SOI, initiates de sUlcfum-oyde~isolant), Ies verres, Ies nrtrures de 
silicium, le polysilicium, Ies c^ramiques, Ies materiaux thermoplastiques, -tels 

30 que le polymdthacryiate de m6thyle, Ies polycarbonates, le 
polytetrafluoroethylene, le chlorure de pofyvinyte ou \^ polydimethylsiloxane, 
Ies r6sines photosensibles 6paisses ( par exempts ta r6sine « SU8 »K ainsi 
que Ies m6taux, tels que le tungstene ou Ies aciers inoxydabies. 

De manfer© pr£f6r&e % Ies techniques db micro-fabrication pour 

35 r6aBser Ies puits ou Ies micro-canaux sont choisles en ifonction du mattrlau du 
substrat : 



- gravures chimtques humides ou s&ches telles que Id gravure 
ionique reactive (en abr£ge RIE) ou la gravure profortde (en abrege D-RIE) 
pour le slilcium et verre ; 

- gravure par 6lectro6rasion ou eiectrofbrmage pour ios 

S m6taux ; 

moulage et polymerisation pour les materiaux 

thermoplastiques ; 

- photolithographie, d£coupage au laser, ultrasons, ou par 
projection d'abrasifs pour (a plupart des substrats. 

10 Selon des modes pr6f6r6s, le mat6ridu de la membrane est 

choisi entre le verre, le silicium, les eiastomeris et les materiaux 
thermoplastiques; la membrane peut dtre grav6e par les techniques da 
n gravure citees plus haut. afin de rdaliser un r£seau de micro-canaux 

j3 d'allrnentation des puits, cas micro-canaux 6tant couples en extr6mit6 & au 

m 15 moins un reservoir d'alimentation en r&actif. 

r S Dans des modes de realisation particuliers. les moyens de 

:~ deformation locale de la membrane sont constitutes par des actionneurs 

2 efectromagnetiques, magnetostrictifs ou pi6zoeiectriques. Des moyens 

ffl atternatlfs sont 6galement pr&vus tels que les moyensithermiques de type jet 

20 d'encre ou thermo6Iastlques par effet de type bilame, f'electro-vaporisation 
y produit par un champ eiectrlque localise entre cheque puits, ou encore des 

rV actionneurs eiectrostatlques, 

yi L'ensemble des moyens de deformation peut dtre g6re par 

O une unite de commande programmable d travers un r&seau de multlplexage. 

H 25 -Une- telle unite permet de dedencher simultan6ment ou successivement 
Inspiration ou la distribution de reactifs id antiques ou differents £ travers tous 
les puits, & travers dee blocs de puits ou certains puits. i 

Selon des modes de realisation ; particuliers, la tet 
depression possdde quatre ou un multiple de quatre lignes et un nombre de 
30 colonnes de putts adapte £ la densite souhait6e, afin de proceder £ la 
synthase de sondes d'ADN d partir des quatre monomdres de base des 
nucleotides pour la preparation de bio-puces. Les puits de chaque ligne sont 
alimentes par un mime reservoir a travers un micro-canal forme dans la 
membrane paralteiement £ la llgne de puits et couple Iat6relement d la llgne 
35 ou orthogonalement au plan du substrat, les reservoirs etant graves dans la 
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membrane ou disposes d distance et reikis aux )micro-canaux par des 
connexions soupies. 

L' invention concerns egatement les Applications de la tflte 
d'impression d6ftnie ci-dessus. Pour mettre en csuvjre au moins certalnes 
d'entre etles, il est avantageux de preparer un ensem >le pret & Temploi sous 
forme de : 

- cartouche de distribution camprensnt au moins une tfite 
d'impression prerernplie de rgactifset de plaquettes de titration en materiau 
semi-conducteur ou themnoplastique, pouvant preserter des mlcro-cuvettes 
fbnm£es par gravure de type micro-electron ique, par usinage, par montage, 
par thermoformage, ou toute technique adaptee & une telle fabrication ; 

- Kit de distribution comprenant ; au moins une tete 
d'impression, pouvant 6tre 6quip£e d'au moins une pdmpe d'aspiratton, et au 
moins une piaquette de Titration, prdremplies ou non c|e reactif. 

Ces cartouches ou ces kits sontl plus particulierement 
destin6(e)s £ la preparation de bio-puces, par synlh£se in situ ou ddpot 
d 'oligonucleotides pr6-synth6tis6s, au criblage collictif ou indrviduel sur 
molecules biologiques ou sur cellules, a la preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaceutiques ou de d£pistage immunol^gique, biochtmiques et 
biologiques. 

(-'administration percutan6e de mddlcahnents par lono~phorese 
pout fetre r6allsAe & partir d'une tete d' impression dfefinie pr6c6demment 
comportant un plusieurs putts. Un system© d'applicaton d'une difference de 
potential adequate sur une ceiluie pi6zo£lectriqud, ou tout moyen de 
dddenchement eiectromegnetique, forme un dispositif d'admintstration d'une" 
quantity calibres d'au moins un medicament contenu ou forme dans ce puits. 

Outre les applications cities plus haut, I'inventlon peut 
6ga|ement fitre utilis6e pour la separation et le tri t par exemple en 
chromatographic par filtration selective. Sur tes parojs des puits d'une tete 
d'impression seion ('invention sent d'abord fix6es f greffees, bloquees ou 
accrochees, par tout moyen connu, des bio-cellules kentlques oil dlff*rentes 
par puits ou par blocs de putts. La tfite d'impression peut dtre int6gr6e & 
I'embout d'une seringue. 

D'autres caracteristiques, avantaies et applications 
apparaTtront egalement dans la suite de la description qui detaille, plus 
particulidrem nt, des exemples d mis en cauvre nonllimitatrfs de la pr&sente 
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invention, en reference aux figures annexde^ qui repr&senteht, 
respectivement : 

- la figure 1, une vue sch6matique pjarttelle en perspective 
d'une tfite de distribution limit&e d I'environnement d'un puits do base d'un 

5 systfcme selon invention ; 

- la figure 2 r une vue en coupe selon ill— 1 1 de la tete selon la 
figure 1 avec un reservoir de rempJissage ; j 

- la figure 3, une vue schdmatique en perspective d'une tete 
de distribution d'un systeme seton I' invention h hurt puiti de distribution ; 

10 - la figure 4, une vue en coupe selon IV-IV de la figure 

pr*c6dente ; 

- la figure 5. une vue sch6matique en perspective d'une tfite 
de distribution d'un systdme selon Nnventlon & seize p Jits de distribution ; 

. |a figure 6, une vue en coupe selon V-V de la figure 

1 5 pr6c6dente ; 

- les figures 7 et B, deux vues cavalfertes de la face inferieure 
de la tete de distribution du syst&me selon la figure 5 etjselon une variants ; 

- la figure 9, une vue en perspective du systdme selon la 
figure 5 avec des moyens de distribution d'un r£actif & distance; 

20 - la figure 10, une vue en perspective du systeme selon la 

figure 5 avec des moyens de distribution d distance dd quatre mononucteides 
pour former des sondes eur une lame mobile ; 

- la figure 11, une vue en coupe sch6matique d'un systeme de 
distribution selon i lnvention illustrant la principe d'adionnement s6lecttf des 

25 puits de distribution ; 

- les figures 12a et 12b, des vues en c^upe illustrant les deux 
phases d'acfaonnement d'un puits par des moyens *lectromagn6tiques de 
dectenche ment s6lectif ; 

- les figures 13a et 13b. une vue en ioupe d'un systeme de 
30 distribution selon rinvention, illustrant I'actionnement |s6lectlf respectivement 

per des moyens dlectromagndtiquGS et des rnoyeitts pi6zo*lectriques de 
d6clenchement s6lecttf; 

- la figure 14. une vue en coupe d'uni tAte de distribution en 
phase de remplissage par aspiration de r6actrfs poijir la preparation d'une 

35 cartouche de distribution selon rinvention ; 



- Id figure 15, une vue en coupe d un kyst&me de distribution 
selon Hnvention appliqu£ au traitement de cellules sur une plaquette de 
titration ; 

- la figure 16, une vue en coupe d'un $yst&me de distribution 
selon Invention applique & la detection d'hybridation ians le cadre d'un test 
g6n6tique; 

- la figure 17, une vue en coupe d'un systeme de distribution 
selon ('invention applfqude d ('administration percutan64 de medicaments. 

Sur toutes lee figures, des signes dfe reference identiques 
d6signent des Elements identiques ou techniquement Equivalents. Les 
membranes apparaissent en transparence afln de faclliter la visualisation de 
('ensemble des 6l£ments repr£sent&s. 

Un exemple de tftte de distribution 1 est illustr6 en figure 1, 
telle que limttde d son environnement autour d'un puits de distribution 10. 
Chaque puits 10 a «6 grav6 par photollthographie suivie d'une gravure 
hurnide chimlque dans un substrat de silicium 2 recouvert d'une membrane 3 
en pyrex* , la membrane et te substrat sont assembles* par soudure anodique 
pour former fa i&te 1 . 

Le puits 10 poss&i© une forme pyramidale invere6e, et 
traverse de part en part le substrat de silicium 2 selon quatre parols 
corrtinQment inclindes 11 et d6ftales par les plans cristallins 1-1-1 du silicium. 
L'ouverture sup6rjeure 12 du puits, qui communiquej avec la membrane 3. 
forme un carr6 de c6te sup6rieur au c6t6 de J'oriifice inferieure 13 afln 
d'aco6l6rer rejection des gouttelettes. Un micro-canal 20 d'alimentation ou 
d'6vacuation du puits en r6actif est usir>6 dans la membrane 3, 

Dans cat exemple de realisation, les dimensions de puits sont 

les suivantes : 

- cfit6 de I'ouverture superieure: 500pm 

- c6te de ('orifice inferieun antra 10 et 50 Mm (environ 30 pm) 

- 6paisseur de la membrane : 10 d 50 |jm 

- 6paisseur du substrat : 360 pm 

En vue en coupe selon la figure 2 selon ll-ll, ii apparatt que le 
micro-canal 13 communique avec un reservoir d'alimentation ou de stockage 
4 de rdactif 5. U est 6galement montrd sur cette vue que la face tnfdrieure 2i 
sensiblement plane du substnat 2 forme saillie autour des parois laterales 11 
du puits 10 de manure & prolonger ces parols en fonmant une buse 14. De 



telles buses soot obtenues par usinage de la face iAferieure. La hauteur H 
d'une telle bws«* rapportee au cdte C, cote de I'orifice 13, mesure le rapport de 
forme environ egai a 3 dans I'exemple. qui am6liore la formation de micro- 
gouttelettes do volume de Tordre du picolitre. La valour du rapport de forme 
est limine par des contraintes technologiques et urj bon compromis est £ 
rechercher entre 1 et 20, suivant le materlau et la! technique de gravure 
utilises Par ailleurs, la distance moyenne entre deux puits est typiquement 
d'environ 550 jjm. 

Sur ia figure 3, la vue en perspective cfune t6te de distribution 
1 eomporte huit puits 10 relics individuellement a hiiit reservoirs 4 par huit 
micro-canaux 20, Les dimensions iypiques d'une telle tete sont : 

- longueur : 3mm 

- largeur : 5mm 

- epaisseur : 1mm selon 6paisseur desjreservoirs 

La vue en coupe representee en figure 4, selon le plan IV-IV 
de la figure precedente, montre bien ttnd6penfcance des reservoirs 
4 permettant la distribution ou Inspiration de r6actife deferents 5a et 5b, 

En variante, les figures 5 et 6 montrknt, respectivement en 
vue cavaliers et en coupe selon le plan V-V, une tete de distribution 
comportant seize puits 10 relies individuellement £ seize reservoirs 4 par seize 
micro-canaux 20. Une telle configuration est avantagpusement utilisee pour 
distribuer sei^e r^actifs differents. 

La face inferieure 2i sensiblement plahe du substrat 2 de ia 
tete de distribution des figures 5 et 6, est representee en vue cavaltere sur la 
figure 7 et en variante sur la figure 8, En figure 7 ( les parois des puits 10 
apparaissent en saillie sous forme de pyramides. C^tte forme inclinSe des 
parois est avantageuse car le r6actif ne risque pas de is'accumuler et done de 
stagner Par ailieurs du point de vue hydrodynamique, elle permet un meilleur 
6coulement avec une repartition des pressions et des vitesses de mantere 
continue. En figure 8. ces memes parois 11 apparaissent en transparence 
sous une forme cylindrique, de diamdtre 6gal £ 100 microns, prolongee par un 
embout centre 6, egalement cylindrique et de diametre de 20 microns. 

Lorsqu'un seul reactif est distribu6 ou aspire simultanement a 
travers les puits. ia configuration de membrane illtistrfce en figure 9 est 
avantageusement mise en oeuvre. Dans cette configuration, la membrane 3 
possede unr ouverture unique 30 qui permet d'alimenter ou d'aspirer un 



meme reacts furious les puits 4 sans 1'utilisation de micro-canaux. Ce reactif 



ant (non repr6sent£) d 
unique 40 traversant la 



est transport depuis ou aspir6 vers un reservoir dis 
travers un tuyau souple 7 couple a un micro-cap ilia ire 
membrane 3. 

5 Lorsque plusieurs reactifs sont distributes, pair exemple quatre 

mononucleides A, C. T, G, dans le cas illustr6 par la \Aje en perspective de la 
figure 10, la membrane pr6c6dente est cloisonnes par trois traversees 31 de 
maniere d former quatre conduits ind6pendants : 32 d'afimentation ou 
d'aspiraiion <ie± reactifs. Ces conduits sont reli6s a quatre micro-capillaires 41 
10 couplees, a travers la membrane 3 et quatre tuyaqx souples 7, d quatre 
r6servo;fS distants (non repr6sentes). Une tellle configuration est 
particutieremenT adaptee d la distribution des quatre nucleotides de base pour 
□ former des sondes 9 pour la pr6paration de micro-fluces sur une lame 82 

jB recouverte d une couche de silane 83 pour permetfre \k greffage des premiers 

15 nucleides. La lame 82 est supportee par un dispositif de positionnement 86, 
selon les axes XYZ 

Dans le but de distribuer le ou Uts reactifs par micro- 
gouttellettes 50 de mantere selective, c'est-a-dire en sollicitant chaque puits 
ind6pendamment les uns des autres, la membrane 3 est sollicitee locafement. 
20 comme Wustr6 sur la vue en coupe de la figure 1 1 . L'actionnement selectif des 
puits 10 de distribution est provoque par des moyens qtefornnant localernent la 
membrane 3 par application d'une force f . 

Sur les vues en coupe des figures 12a et 12b, tes deux 
phases d'actionnement d'un puits 10 par deformation 'locale de la membrane 
25 actionnes par des moyens electromagnetiques d$ declenchement sont 
illustr6s Ces moyens sontfbrm6s d'un eiectroaimant ejle^entaire 60 compose 
d'un circuit d excitation 61 generateur de courant, comprenant notamment une 
bobine 63 couplee a un noyau d'entrefer 64. Les moyens 6lectromagn6tiques 
comprenneni c^alement une pastille aimantee 65 fixefe sur la membrane 3 au 
30 droit du puits et susceptible d'etre polaris6e par I'eloctroaimant La pastille 
peut altemativement etre un aimant permanent, ou en mat6riau dia ou 
paramagnfetique. 

^ Lorsque le courant 62 circule , le noy^u 63 exerce une force 
d attraction f 7 sur la pastille 65. La membrane 3 eit alors dSformee vers 
35 l^lectro.iimanT «t le liqutde 51 est stoppe a l'ecoulem4nt a travers Torifice 13 
(figure 12a). Lorsque le courant 62 circule dans I'autre sens par inversion des 
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pAles, le noyau 63 exerce une force de repulsion I? sur la pastille aimantee 65. 
La membrane est deform6e en creux et le liquide 51 ist expulsdi sous forme 
de micro-gouttelettes 50 a travers ['orifice 13 de la buse dejection (figure 12b). 
avec un volume calibre et contr6le par les dimensions <Je la buse ainsi que par 
5 Tampfitude et la duree du signal Slectrique applique. 

Alternativement, rejection de goutteldttes peut se faire par 
application d'tmpulsions de courant electrique ou par application dun courant 
alternatif a la frequence de resonance propre de ia merhbrane. 

Afin de r6aliser une distribution selective de rnicro- 
10 gouttelettes, cest-a-dire dont la commande est individualisee au niveau de 
chaque puits. la deformation locale est r6alis6e par ur ensemble de moyens 
de d^clenchement. Les figures 13a et 13b illustrent en coupe un tel ensemble 
form6 respectivement par des moyens electromagnetiques et des moyens 
piezoelectriques. i 
15 Les moyens electromagnetiques comprennent des 

electroaimants r>o et des aimants 65, disposes sous fcpne matricielle au droit 
de chaque puits 4, et les moyens piezoelectriques comprennent des pastilles 
□ pi62o6lectriques 70. couplees £ des circuits d'excitation 61 du m6me type que 

ceux utilises pour les moyens e!ectromagn6tiquek_ Le declencbement 
20 piSzoelectrique de micro-gouttelettes 50 (figure 13b) est activ6 de la meme 
fagon que dans le cas de declenchement electroma^netique (figures 12 et 
13a) par fermeture des circuits 61, I'ouverture des injterrupteurs 66 arrfetant 
recoupment des gouttelettes 50. Dans le cas de ratilisation d'actionneurs 
piezoelectriques. les signaux fclectriques sont cette fop-ci des differences de 
25 potentielles apphquees aux bornes des elements pi6zo£lectriques. 

L'ensemble des moyens de declenchdment est g6r£ par une 
unite de commande (non representee) programmable ft travers un r6seau de 
couplage ou de muitiplexage, dont la mise en ceuvrelreleve du domaine de 
competence do I'homme de Vart Une telle unite permet de declencher 
30 simultanement ou successivement laspiration ou la distribution d'un meme 
reactif ou de reactifs diff6rents £ travers les puits. j 

ll est ainsi possible d'obtenir un debit d ejection de gouttelettes 
6lev<§. par exempie 100 gouttelettes par seconde pou|- un meme putts. II est 
ainsi possible d'atteindre le debit de 100 000 pour une tete d'impression 
35 de 1000 puits, avec une deformation de la membrane controle par le signal 
ext^rietKe. En effet le liquide etant quasiment incompressible, le rapport entre 
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les vitesses dc d^placement du liquide entre I'ouverture superleure et I'orifice 
dejection du puits est inversement proportionnel atb rapport des surfaces 
respectives. Dans I'exemple illustr6, ie rapport des cotes des orifices etant 
d'environ 15. la Vitesse d ejection des gouttelettes e$t done environ 15 fois 
superieure a ceJIe de deformation des membranes. 

Pour la pr6paration d'une cartouch 3 de distribution selon 
Tinvention, des r^actifs sont aspir6s dans une tete de distribution comme 
illustr6 sur la vue en coupe de la figure 14. Pour effectuer une telle aspiration, 
les r^actifs sent contenus dans des micro-cuvettes 80 pravees sur une plaque 
81 selon des dimensions correspondantes d celle de^ puits 4. Cette plaque 
compone dans Texemple 9 600 micro-cuvettes dspacees de 0,6 mm. 
Quelques milliers de cuvettes par cm 2 peuvent egalemfent etre r6alis6es, alors 
que les plaques de titration couramment utilisees ne component actuellement 
que 1 a 4 cuvettes par cm 2 . 

La plaque est d6plac£e par ir6glage micrometrlque 
(direction Z) vers te substrat 2 jusqu'd ecraser des joints d'etancheite en 
teflon® 82 fix6s en bordure des micro-cuvettes 80. D'ailtres materiaux peuvent 
etre alternativement utilises pour former les joints : $n silicone, vuiton^, en 
polymer e, £lastom£re ou mat$riau thenmoplastique ad^pt£. 

Les r£acttf$ sont alors aspires dins les puits par le 
d6clenchement d'une pompe 8 montee sur un tuyauj d'6vacuation 7 coupl6 
aux conduits d'evacuation des puits 4, comme d£taill£ ici-dessus. La plaquette 
81 est egalement mobile selon les directions XY ajfin de prevoir d'autres 
aspirations a partir d'autres micro-cuvettes permfettant d'effectuer des 
m^langns de r^actifs dans un meme puits. La plaque est placee sur une table 
de positionnam^nt XYZ (representee en figure 1 0). . 

Suivant les applications, les reactifs j peuvent etre de type 
varie : ADNc. oligonucleotides, g6nes, cellules, ARNnj, prolines, sequences 
d'ADN ou dARN amplifies par PCR (initiates en terminologie anglaise de 
« Polymerization Chain Reaction »), antig6nes et anticorps, molecules 
thferapeutiques, scrums, etc. 

En vue de la preparation de sondes pour realiser une bio- 
puce. Ic dep6t d'oligonucl6otides ou de proteines jsur une plaquette de 
Titration ou su? une lame mobile est illustre sur la vui en coupe de la figure 
15. Un* tete: do distribution est alimentee par des rfeservoirs et Taction de 
pompes conforrnement a la figure 10. Des r6actife th6r»peutiques differents 52 
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& 56 sarrt distributes dans les pults. Des cellules d traiter 15 sont d6pos£es 
dans les micro-cuvettes d'une plaque de Titration 81 . La tete et la plaque sont 
alignfees avec precision & Talde de repdres (non repri$*ntes). La plaque de 
Titration est tealis6e par injection d'un materiau thenrtioplastique, tel que du 
5 polym£thacrylate de rrtethyte ou un polycarbonate. 

Les sondes sont fbnrtees & la demands par prog ram mation de 
I' unite de gestion des actionneurs conjointement avetj le d6piacement de la 
lame, ce qui permet de former imrnedlatement lee sondes lors de ce 
displacement : la durfee de formation des sondes 9 est optimis^e, permettant 

10 de gagner un temps considerable par rapport a la formation par couches 
successes de I'dtat de la technique. La haut d6bit obtinu avec le system© de 
distribution selon ('invention permet de teallser des sondes pouvant atteindre 
par example 60 a 70 nucleotides ndcessaires pour les applications en 
g6nomique fonctionneUc et expressions de genes. La plaquette ou la lame est 

15 d£plac6 par teglage micronrtetrique selon des directions XY pour positionner 
les orifices des 6jecteur$ en regard avec les zones A imprimer 

Dans un autre exemple d 'application & la detection 
d 'hybridation dans le cadre d'un test gdn6tique, tel qu'HIustrg en coupe sur la 
figure 16, la lame 82, pr6par€e selon la figure ptec£dente v est balay6e par un 

20 flux d'ADN de patient 90, L'ADN du patient est au pr6alab!e marqite 
magn£ttquement par greffage de biiles 91, utilise dans Tdtat de la technique 
pour immobiliser des motecules dans un champ magn6tique ou, 
alternativement, par fluorescence. 

L'avantage suppl&nentajre de la prdsente solution est de 

25 r6uti1iser les moyens de d6ctenchement de distribution pour rdallser la lecture 
du test par detection, ce qui permet de teduire la quantite de materiel 
6lectronique utilise, alors que, dans Tart anterieur, il est n&cessaire de 
disposer de bobines de lecture dans les cuvettes de titr&ge. 

L'hybridation ou (Interaction immunoldgique permet de fixer 

30 les ADN du patient sur certaines des sondes 9. La detection de ces 
hybridations est r£ali$£e par formation d'un courant induit dans les circuits 61 
au droit des sondes hybrid£es ou par detection optiqUe. Gette detection est 
rendue possible du fait de la precision de positionnerhent des sondes et du 
fart, dans le cas d'un marquage magn&tique, que ce sont les mfimes circuits 

35 61 qui assurent la distributi n d s sondes et la detection des hybridations. 
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Dans I'appllcatlon iono-phoretique, Tadminlstratlon percutan&e 
de medicaments est r£alrs&e, en reference £ la vue en coupe de la figure 17, a 
partir d'une tete depression a un puits 4 de distribution. Dans ce puits, un 
medicament est distribue conformement & la methode expose ct-dessus. Une 
5 tension de quelques millivolts est appliquee par un circuit generateur de 
tension 61 sur une cellule pi£zoeiectrique 70 afin de deformer la membrane 3. 
Line quantity pr6calibree de medicament 50 pendant line dun£e donn6e peut 
ainsi etre adrninistr&e. Deux des parois oppos6es 11 du pulte peuvent 
6gatement 6tre polaris6es afin de faciliter I'absorptidn du medicament en 

10 provoquant la dilatation des pores de la peau. 

[.'invention n'est pas iimitee aux examples de realisation 
ddcrits et represents. 

II est par exemple possible de realise* des configurations de 
puits, de moyens deciencheurs et cuvettes de Titration autres que matriciels : 

15 des configurations de forme circulate concentrique ou en spirale convlennent 
egalement. ■ 

Les micro-canaux peuvent egalement etre graves sur le 
subatrat ou sur la membrane II est possible de rftaliser la membrane ou le 
substrat avec une structure mutticouche permettant d 1 int£grer les micro- 

20 canaux de manure tivdlmensionnelle dans des coaches dffierentes. Les 
micro-canaux peuvent alors 6tre couples aux puitsj par des connexions 
perpendiculaires aux ou ventures superieures des puits. ' 

Par ailleurs, il est possible d'utiliser d'autres techniques pour 
d6clencher la deformation locale de (a membrane, par effet bitame utilisant les 

25 effets thermoeiastiques ou la magnetostriction : la deformation 
thermo6lastique d un material* de type bilame dispose sous forme de barrettes 
eiementaires au droit des puits sur la membrane. Chaque barrette peut fltre 
formee d'une couche de materiau ferromagn6tkjue et d T une couche de 
materiau conducteur (en Cu t Al, Au, etc.), le materiau ferromagnetique se 

30 d6formant sous I'effet d'un champ magn6tique prod u it par reiectroaimant II 
est egalement possible d'aglr par des moyens pneumatfques, par electro- 
vaporisation, ou par I' application de champs electrostatic ue&. 

En outre, les forces de deformation de la membrane ou son 
echauffement peuvent etre cr6es v par exemple £ 1'aide de courants de 

35 Foucauft La mise en resonance propre peut 6tre effectue par deformation d 
la membrane ou par vibration de I'extremite de la bus . 
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Par ailleurs, d'autres adaptations s^nt possibles a fin de 
satisfaire & des applications sp6cifiques. Par exemplk pour le criblage de 
cellules tests dans le domaine pharmacologrque, en reference £ la figure 15, 
les micro-cuvettes 80 d'une lame de Titration 81 sont 6quip6es d'6lectrodes 
polaris£es 87. Le test de r6activit£ dea cellules peut £tre optique, c'est-a-dire 
par fluorescence etfou spectroscopy, ou 6lectrique pair mesure d'lmp6dance 
6lectrique ou dlectrochimique. II est Ggalement possible d'appliquer, 
Inversement, une difference de potentiel de valeur adaptee entre ces 
Electrodes afln de cr6er une polarisation dans les cellules et favoriser ainsi 
I'effet th6rapeutique sur des cellules. j 

Une autre application du systems de distribution selon 
rinvention concerne ia distribution de r£actifs dans les colonnes de 
spectromdtrie de masse pour la caract£risatIon de com^os6s, par alimentation 
paral^l© ou s£quentiel|e comma dAcrit plus haut Cette application peut 
6ga!ement convenir aux chromatog raphes. 
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REVINDICATIONS j 

1 Systeme de distribution de micro-gouttelettes a haul 
rendement, comportant un substrat (2) recouvert d'unfe membrane (3) et des 
moyens (65. 70) de deformation de la membrane aui droit de chaque cavite 
S (10) formee dans le substrat (2) t caracterisS en ce qjue les cavites, gravies 
dans un mat6nau constituant le substrat se pr6sentdnt sous forme de puits 
iraversant le substrat avec une parol Iat6rale continue de symetrie axiale, 
et en ce que chaque puits debouche sur la face supferieure et la face inferieure 
du substrat selon respectivernent un orifice d'alimentjation (12) et une byse 
10 (14) ouverte selon un orifice d'6jection (13), Torifice djalimentation pr6sentant 
une ouverture supdrieure a !' orifice (13) de la buse, e} la buse pr6sentant un 
rapport de forme pouvant allerde 1 a 20. ' 

2. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendicatioM dans lequel la density de puits atteirjt 10 000/cm 2 , avec un 

15 debit d'au moms un million de gouttelettes d la second4- 

3. Systeme de distribution de micrb-gouttelettes selon la 
revendication t, dans lequel les puits sont configures sous forme matriciel, 
circulaire concentrique, en spirale, ou selon une combinaison de ces 
configurations. 

20 4 Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon Tune 

quelconque des revendications precedentes, dans lequel la membrane ou le 
substrat pr6sentent une structure multicouche integrant les micro-canaux de 
maniere tn-airnensionnelle dans des couches differehtes, les micro-canaux 
6tant alors couples aux puits par des connexions perpendlculalres aux 

25 ouvertures supeneures des puits. 

5. Systeme de distribution de micro-jjouttelettes selon Tune 
quelconque des revendications pr6c6dentes, dans lequel I'ensemble des 
moyens de deformation est ger6 par une unite de conrunande programmable a 
travers un r6seau de multiplexage pour dfeclencner simultan^ment ou 

30 successivement Inspiration ou Injection de r6actifs idfcntiques ou diff6rents k 
travers tous les puits, d travers des blocs de puits pre36lectionnes ou certains 
puits preselectionnes. 

6. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, dans Jequel le materia u du 

35 substrat ou de la membrane est choisi parmi les matejiaux semi-conducteurs, 
le polysiliciurn. les verres, les nitrures de siliciurrt, les c&ramiques, les 
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materiaux thermoplastiques, les 6lastom6res, les fesines photosensibles 
epaisses, et les metaux electro-formes ou electro-erodis. 

7. Systeme de distribution de micrb-gouttelettes selon la 
revendication 5 ou 6. dans lequel la gravure du substfrat ou de la membrane 
est choisie paimi la gravure chimique, la RJE. D-RIE, la photolithographie. la 
gravure par electroerosion ou eiectroformage, ]e moulsge et la polymerisation, 
le d£coupage au laser, les ultrasons, ou la projection dabrasifs. 

8 Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendication 7 t dans lequel la membrane est gravfee afin de rdaliser un 
reseau de micro-canaux d'alimentation des puits, ces micro-canaux etant 
couples en extremite £ au moins un reservoir d'aliment ation en reactif, 

9. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendication 1. dans lequel les moyens de deformation locate (65, 70) de la 
membrane (3) sont constitues par des actionneurs 6lectromagnetiques et 
p?ezo6!ectriques ( magnetostrictifs, eiectrostatiques ou par electro-6vaporation. 

10. Systeme de distribution de micrb-gouttelettes selon la 
revendccationi, dans lequel les forces de deformation de la membrane sont 
crees par mise en resonance propre de la membrane (3) ou par vibration de 
rextr6mit6 dos buses (14). 

11. Systeme de distribution de micrb^outtelettes selon la 
revendication 1, dans lequel les puits de chaque ligpe d'une configuration 
matriciejie sont alimentes par un mSme reservoir (4) s( trsvers un micro-canal 
(20) forme dans la membrane parallfelement £ la lignejde puits (10) et couple 
lateralement a la ligne ou orthogonalement au plah du substrat (2), les 
reservoirs etant graves dans la membrane ou disposes & distance et relies 
aux micro-canaux par des connexions souples. 

12. Systeme de distribution de micijo-gouttelettes selon la 
revendicationl. dans lequel la tete d'impression (1) possede un nombre de 
lignes egal a un multiple de quatre, afin de proc6der a : la synthese de sondes 
d'ADN a panir des quatre mononucleotides (A, C. T, Gj) pour la preparation de 
bio-puces, et dans lequel les puits de chaque ligne sont alimentes par un 
meme reservoir d travers un micro-canal (32) forme dans la membrane (3) 
paralieiement aux lignes, les reservoirs etant graves dans la membrane ou 
disposes & distance et relies aux micro-canaux par des connexions souples 
(7). 



# 



17 

13 Cartouche de distribution comprenant au moins un 
systeme de distribution selon lune quelconque des revendications 
precedentes, prerempli de r6actifs (51), et des plaquettes de Titration (81) 
pouvant presenter des micro-cuvettes (80) fornixes paf gravure de type micro- 
5 eiectromque. par usmage, par moulage, et par thermofirmage. 

14. Kit de distribution comprenant auj moins un systeme de 
distribution selon Tune quelconque des revendicationt 1 d 12. 6quip6e d'au 
moins une pompe daspiration (8) ( et au moins une plaquette de Titration (81), 
pouvant 6tre pr6remp!ies de r6actif ' 
10 15. Cartouche seton la revendicatiojn 13 ou kit selon la 

revendication 14, dans lequel la plaquette de Trtratiorj presentent des micro- 
cuvettes equipees delectrodes polarisees, le test dej reactivity des cellules 
etant optique ou eiectrique. 

16. Plaquette de Titration selon la revendication 15, dans 
15 laquelle une difference de potentiel est appliquee entr$ ces electrodes afln de 

cn§er une polarisation dans les cellules et favoriser lleffet therapeutique sur 
des cellules. 

17. Application de la cartouche selon' 
du kit selon la revendication 14 £ (a preparation de bio*-puces ( par synthase in 

20 situ ou depot d'oligonucleotides pre-synthetis6s, au fcriblage sur molecules 
biologiques, chimiques ou sur cellules, & la preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaceutiques ou de d6pistages immundlogiqucs, biochimiques 
ou genetiques. : 

18. Application du systeme de dstribution selon Tune 
25 quelconque des revendications 1 a 10, & Tadministration percutan6e de 

medicaments par iono-phor£se comportant un systeme d'application d'une 
difference do potentiel adequate sur une cellule pidzoelectrique (70) pour 
('administration d'une quantity calibr6e d'au moins un rtiddicament contenu ou 
forme dans au moins un puits. 

30 19. Application au criblage de cellules tests dans le domaine 

pharmacologique dun systeme de distribution selonj Tune quelconque des 
revendications 1 - a 12 ( dans lequel des medicament^ sont deposes sur des 
cellules contonues dans les micro-cuvettes (80) d'une lame de Titration (81), 
equip£es d'ele^-trodes polarisees, le test de reactilite des cellules etant 

35 optique ou eiectrique. ' 
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20. Application seJon la revendicajton pr6c6dente, dans 



est appliqu6e entre ces 



laquelle une difference de potential de valeur adaptee 

electrodes afin de cr6er une polarisation dans les c^iules et favoriser ainsi 
I'effet thsrapeutique sur les cellules. 

21 Application du systeme de distribution selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 14, a la filtration selective par fixation sur 
les pafois des puits d'une tete d'impression de bic-cellules identiques ou 
diff6rentes ou de composes biochimiques par pults ou par blocs de puits, 

22 Application du systeme de distribution selon la 
revendication precedents, dans laquelle la tete d'imjfrression est integree a 
Tembout d'une seringue. 

23. Application du systdme de d stribution selon Tune 
quelconque des revendications 1 i 14, i I'alinhentation parallele ou 
s6quentielle de colonnes de spectrornetre de masse ou de chromatographes. 



ABREGE DESCRIPTIF 



SYSTEME DE DISTRIBUTION PARALLELS ET SELECTIVE DE MICRO- 
GOUTTELETTES A HAUT RENDEMENT, CARTOUC^ TRANSPORTABLE 
AINSI QUE KIT DE DISTRIBUTION DE MISK EN CEUVRE. 
ET APPLICATIONS D'UN TEL SYsf EME 



L'invention vise a permettre une augmentation considerable 
du rendement de distribution selective de micro-goultelettes, a f6aliser une 
selectivity spatiaie et cibl£e en distribuant un r£actrf predetermine sur le site 
predetermine, et d r^aliser un systeme multifonctfonnel et facile £ adapter. 

Un exemple de syst&me de distribution selon 1'invention 
comporte un substrat (2) recouvert d'une membrane (3) et des moyens de 
d6formation (6f>) de ia membrane au droit de chaque cavite formde dans le 
substrat, et dans lequel les cavrtes, gravies dans un materiau constituant le 
substrat (2) selon un arrangement matriciel, se presentant sous forme de pufts 
(10) traversant le substrat avec des parois laterales continues (11) de symetrie 
axiale; chaque puits debouche sur la face superieure 'et la face inferieure du 
substrat selon respectivement un orifice d'alimentation (12) et une buse 
dejection (14), rorifice d'alimentation presentant une puverture sensiblement 
superieure S Torifice (13) de la buse. j 

Application a la realisation de cartouches et de kits 
miniaturises dans le domaine biochimique et pharmac^utique, ou encore dans 
les domaines de la cosmetique. de Tinstrumertation analytlque, de 
Timpression par jet d'encre ou de I'electronique automcbile. 
FIGURE 13a 



